TERAPIA GENICA NEUROPROTECTORA A LARGO PLAZO EN UN MODELO INIBI%LP
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Introduccion ° — L
El envejecimiento se asocia a una mayor incidencia de enfermedades e coreemes | o
neurodegenerativas (Parkinson, Alzheimer) que abren la posibilidad de 5 P L TR e
aplicar terapia génica con factores neurotroficos. Los pacientes st [ e 6 EEEE: E1/E2/E3/ES - Fu:eég:e:xg:r:{{dn
portadores de enfermedad de Parkinson presentan alteraciones R - |, | seneeseo | ss El"t.'lg
funcionales en el eje hipotalamo-lactotropo. En la rata hembra, el _ __ /*:335‘65\
envejecimiento trae aparejada una progresiva degeneracion y peéerdida
de neuronas hipotalamicas tubero-infundibulares dopaminérgicas (TIDA) PVicélula
que ejercen un control tonico inhibitorio sobre la secrecion de prolactina . e __0 10 100 1000 10000
(PRL) y determinan la proliferacion de Ila poblacion Ilactotropa 00, . o . L Lo
adenohipofisaria. Se ha propuesto el uso terapeutico de factores . e g ]
neurotréficos para restaurar la funcion TIDA 'y corregir la 2 , & i <
hiperprolactinemia cronica. Estudios previos de nuestro laboratorio ., - iy
demostraron un efecto restaurador de las neuronas TIDA, al inyectar en 7 = x5 /)
el hipotalamo medio basal vectores adenovirales de primera generacion 7| .* - . A\ /
portadores del factor de crecimiento insulino simil tipo | (IGF-1) mediante 00 o 1000 o0 00 e 1000 10000
un diseno de terapia génica a corto plazo (17 dias) en ratas seniles de —=AS4) @892 —B-N2a —=-AS4) B9 —8—Noa
28 neses. Sobre-expresion en las lineas celulares A549, B92 y N2a de los

transgenes IGF-1 (dosado en los medios de cultivo) y DsRed2 (en
lisados celulares) a diferentes multiplicidades de infeccion
Obj et|VO (PV/célula) del HDAd-IGF-I y HDAd-DsRed2. Las fotografias en
contraste de fase y fluorescencia corresponden a un objetivo de 10X.

e

Determinar si la terapia génica de largo plazo (4 meses) con un vector
adenoviral portador del gen IGF-1 en el hipotalamo medio basal de ratas
envejecidas (24 meses) resulta efectiva para prevenir la degeneracion
de las neuronas TIDA y regular la hiperprolactinemia cronica con
cambios en la poblacion lactotropa.

100

80

N=5 *
60 -
40 -
201
0 .

Control DsRed2 [GF-I

pg IGF-I/mg HMB

Materiales y métodos

-/ -/ , ] Grupo
Construccion de adenov_e,ctores, de tercera generacion (HDAd's): HDAQ- Sobre-expresion de IGE-l e
IGF-I: casete de expresion exogeno constituido por el promotor del Expresion de DsRed2 (fluorescencia roja) en el hipotdlamo medio basal a los 120 Eomcl)gen?tos%e rr:nootéuatxr_no medio
. : : , ~ di i ion del d- d2. I nucl d _ asal a las S post-inyeccion
citomegalovirus murino (pPMCMV), el transgén del IGF-I de rata y la sefial de Obitg pos o et vector HDAG-DSedz. [En &zl ncieos marcados con DAY del HDAG-IGF-I
poliadenilaciéon del SV40. Titulo: 2,24x10'? PV/ml. HDAd-DsRed2 (vector | = N o |
control): casete de expresion exégeno constituido por el pMCMV, el transgén ~ 2- Niveles sericos de PRL y E2 en ratas jovenes y viejas: intactas,
de la DsRed?2 (proteina fluorescente en rojo) y la sefial de poliadenilacion del ~ 'nyectadas con vector HDAd-DsRed2 e inyectadas con vector HPAd'lGF'l-
sVv40. Titulo: 8.45x1012 PV/ml. Ambos vectores fueron construidos en nuestro En los animales jovenes el vector HDAd-IGF-I redujo los valores séricos de PRL
laboratorio con el kit comercializado por Microbix Biosystems Inc. (p<0,05) con respecto a los grupos Intacto e inyectado con vector control. Las
Lineas celulares: A549: adenocarcinoma alveolar humano; B92: glial de  fatas viejas de los grupos Inyectados con vector control e IGF-I mostraron
rata: N2a: neuroblastoma de ratén. reduccion (p<0,05) de la PRL en relacion al grupo intacto. Respecto a la PRL
Animales: ratas Sprague-Dawley hembras jovenes y viejas (24 meses) serica se observo un efecto inespecifico a determinar en el grupo de ratas viejas
mantenidas a temperatura controlada (22 + 20C) con ciclos de 12:12 horas inyECtadO con vector control. No se hallaron diferencias SignifiCativaS en los
luz/oscuridad v libre acceso al agua y la comida. valores séricos de E2 entre grupos intactos e inyectados con vectores.
Diseio experimental: 6 grupos: las ratas jovenes y viejas se dividieron en . Ratas jévenes
iIntactas (sin inyeccion), inyectadas con vector control e inyectadas con vector _ Ratas jovenes 2 Ratas viejas 2. |
: : E 37 I~ ~
portador del gen IGF-I. Se extrajo muestras de sangre a los animales de cada 2 | 30, e 80 P
, : . ;- , — o 70 -
grupo en los dias: -14; 14, 28; 56; 88 y 119 (Iinyecciones estereotaxicas: dia 0) = : 251 " . .
para medir PRL, como indice de funcionalidad neuronal TIDA, y estradiol (E2). T & % % e E E 50
Los animales fueron sacrificados a los 28 meses de edad. 125 catsovicies | =" % =
E 100- o 10- a
PRL E2 Inyeccion = 75 | i 201 i
H Estereotaxica 50 104
25 0 ' 0
0 , , , , , , , Intacto DsRed2 IGF-I| Intacto DsRed2 IGF-I
14 14 28 56 88 119 Grupo Grupo
Dlas pre/post inyeccion de los vectores Ratas jovenes: prolactinemia promedio en Ratas viejas: prolactinemia promedio en
——Intacto  —@—DsRed2 —®—IGF-I los 4 meses post-inyeccion de los vectores. los 4 meses post-inyeccion de los vectores.
HPRL E2 La linea de corte corresponde a valores
normales en ratas jovenes.
fﬂ > ::832:?;{:?:’;::; 3. Poblacion lactotropa en ratas jovenes y viejas: intactas, inyectadas con
' g vector HDAd-DsRed2 e inyectadas con vector HDAd-IGF-I.
-14 0 14 119  Dia Experimental JOVENES V'EiAS
Microcirugia estereotaxica: las ratas fueron anestesiadas y colocadas en )
un aparato estereotaxico. Para acceder al hipotdlamo medio basal se &,
utilizaron las siguientes coordenadas respecto al bregma: 3,0 mm posterior, z
9,8 mm ventral y 0,6 mm izquierda-derecha. En todos los casos se inyectaron L erand | el emnede el
bilateralmente 2 pl de la suspension viral apropiada (4,22x10° PV). N En las ratas envejecidas
Eutanasia y diseccion de cerebros: las ratas fueron perfundidas por via §< sometidas a terapia génica
: , ., : : , 0 S % neuroprotectora a largo plazo
Intracardiaca con solucion salina seguida de paraformaldehido 4% en PBS. El S con el vector HDAJ-IGE- se
cerebro fue disecado y cortado en secciones coronales seriadas de 40 um de WP el B ey o haltl)? una r|ed$CtCién de la
_ 0 R [ g == = poblacion lactotropa y una
eSpeSOI’ con un V|brat0m0. _ & menor incidencia de
Inmunohistoquimica de las pituitarias: se fijaron en Bouin y se procesaron © < g‘;‘;gggﬁ'ﬁga;jéos
para microscopia optica. Se efectuaron cortes histologicos seriados en dos S | ettt e L S intacto e inyectado con vector
niveles de la glandula pituitaria (ventral y dorsal). Se procedid a detectar las | M0 e B il Lo TeeniEy  control

células positivas mediante un sistema anticuerpo primario anti-PRL-Envision
(Dako)-cromogeno diaminobencidina (DAB). Conclusiones preliminares

Racljlommunct)e_nslayos. _ptara 0s | CDIOSZJeFS Pdel PRIlI_HlilincNallHeuéiF-l =€ Estos resultados parciales sugieren que en ratas jovenes la sobre-expresion
e o e st vt OV st por  Proongade, (4 meses) de (G-I esimula la achidad dopaminerica TIDA co
un test de Tuke Krarﬁer Se consideraron diferencias significativas 21 valorr)es descenso de la PRL serica. En las ratas viejas hay un efecto favorable del IGF-|
de p<0.05 (%) Eyn 0S réficos ce representan las mediag cON SU resnectivos en la prevencion y reversion de la hiperprolactinemia cronica probablemente

PSUES 4, J P P relacionado a una menor incidencia de microprolactinomas a nivel pituitario, con
errores estandar. ., . . .
la observacion en el grupo control de un efecto Inespecifico de origen
desconocido que resta esclarecer.
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